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論文内容要旨
 再生不良性貧血(再不貧)の発症メカニズムは多様とされ,その一つとして造血微細環境の異
 常が存在すると想定されているが,まだ十分な解析がなされていない。
 本研究は再不貧の造血異常を造血微細環境(HIM)の面より検討するため,骨髄問質細胞の量
 的検討を行うとともにその増殖態度を明らかにして,量的および質的異常の有無を解明すること
 を目的とした。方法は血漿加メチルセルロース法を用い,副腎皮質ステロイドによる影響を中心
 に,骨髄間質細胞コロニー形成能,脂肪細胞形成能,および造血幹細胞分布等について検討を加
 え評価した。
 型.対照および方法
 対象は再不貧患者19例(男性9例,女性10例)で,うち未治療は3例で,他は全て既治療例で
 あった。厚生省特発性造血障害調査研究班の診断基準では重症7例,中等症7例,軽症5例であっ
 た。対照としては血液学的正常者!1例と健常者7例を用いた。
 骨髄聞質細胞コロニー法:血漿加メチルセルロース法を用いた。骨髄血より骨髄単核球(BM
 MNC)を分離し,細胞濃度を1×105/m1となるように調整した。これに!0%BovineSerum
 Albumin,10%Feta]BovlneSerum,正常ヒトAB型血漿(ci七rated),IMDM,0,9%メチルセル
 ロース及び2×!0『6MのMethylprednisolone(以下MP)を加えφ35mmペトリに分注し,37℃,
 5%CO、で14日間培養し,骨髄間質細胞コロニーの数とサイズ,脂肪滴形成について培養7,10,
 14日目に観察した。脂肪滴形成の指標として(脂肪滴を有するコロニー)/(全コロニー数)×
 100を%Lipid-1adencolony(以下%LLC)として算出した。幹細胞コロニー形成能はメチルセ
 ルロース法を用いた14日間培養にて検討した。
 2,結果
 1)正常者における骨髄聞質細胞コロニー法についての基礎的検討:正常者ではMP無添加時,
 培養14日目,細胞1×ユ05個あたりのコロニー数は12±8個であった。MP添加により濃度依存性
 に増殖が促進され,コロニー数,サイズとも増大した。MP添加によりコロニー数は3倍から5
 倍と有意に増加した。脂肪形成コロニーも経時的に増加した。MP未添加時,培養14日目の%
 LCCは8±8%で,MP添加により,%LLCは10倍に増加した。
 2)骨髄間質細胞コロニー構成細胞の形態および形質:細胞化学的染色および蛍光抗体法によ
 る表面形質の検討では,これまで報告されている長期骨髄培養法での骨髄聞質細胞の染色態度と
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 酷似していた。光顕的所見では,コロニーの構成細胞は樹枝状ないし紡錘糸状の細胞で,培養7
 日以後次第に伸展した。胞体内には細粒状の脂肪滴が数珠状に形成され次第に融合して脂肪球と
 なった。透過電顕所見では,樹枝状に突起を伸ばした大型の細胞で,細胞膜直下にフィラメント
 が集簇してみられた。Reticularfiberと思われる細胞外線維が細胞膜に接して存在していた。
 アルカリフォスファターゼ染色では細胞膜表面で陽性であった。
 3)再生不良性貧血患者における骨髄間質細胞コロニー形成能:MP未添加時,14日目のコロ
 ニー数は細胞1×105個あたり4-25個であったが,症例間で大きな差が認められ,半数の例で
 は正常域以下であった。脂肪滴形成を見ると,MP未添加時,%LLCは正常者群に比し再不貧群
 で有意に高値であった。重症度別の検討では,MP添加時は正常者群および軽症群に対して中等
 症群と重症群がそれぞれ有意に低下していた。また,中等症ではMPの添加に対し全く反応が認
 められない例が3例あった。軽症例では正常者とほぼ同等のコロニー数が観察された。脂肪滴の
 出現時期は,再不貧症例群でやや早く培養4-5日目に出現する例も認められたコロニーサイズ
 の検討では,重症例でLargeコロニーの割合が少ない傾向が認められた。
 造血幹細胞の各コロニー形成能との関係の検討では,骨髄聞質細胞コロニー数は重症度の進行
 とともに減少する傾向にあったが,造血幹細胞コロニーの減少が正常者の1/2-1/3程度にと
 どまった症例など,両者の減少の程度が異なった。逆に造血幹細胞コロニー形成が著しく低下し
 ている症例でも骨髄間質細胞コロニー形成能が保たれている例も存在し,両者のコロニー形成能
 の間には明らかな相関は認められなかった。
 以上より,再不貧では骨髄間質細胞の量的質的異常を示す症例が存在することが疑われた。ま
 た,今回用いた血漿加メチルセルロース培養法は立体的増殖が得られるという点で骨髄間質細胞
 が本来持っ増殖態度に近く,しかもコロニーの識別や採取が容易という培養土の利点があり,骨
 髄間質細胞の異常の評価法として有用であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 再生不良性貧血は極めて難治性の疾患であるが,その発症のメカニズムは未だ不明である。発
 症の原因は単一ではないと考えられるが,その!っに,造血微細環境の異常も想定されている。
 そこで本論文の著者,福原修は,本症患者の骨髄血を採取し,骨髄間質細胞を培養し,その異
 常を追求した。
 研究対象とした症例は19例で,重症7例,中等症7例,軽症5例である。健常者7例を対照と
 して研究をした。
 再生不良性貧血患者における骨髄間質細胞コロニー形成能は,症例間で大きなバラツキがあっ
 たが,半数の例で正常域以下であった。このコロニー細胞の脂肪滴形成は,健常者のものに比べ
 て,有意に高値を示した。重症度別に比較すると,重症例および中等症例において問質細胞コロ
 ニー形成能は低下していた。中等症7例のうち,3例ではメチルプレドニゾロン添加によってコ
 ロニー形成が増加しなかった。軽症例では正常者とほぼ同程度のコロニー数が観察された。
 造血幹細胞コロニー形成能と骨髄間質細胞コロニー形成能とを比較すると,両者とも低下して
 いる例が多かったが,低下の程度は平行せず,両者のコロニー形成能の間には明らかな相関は認
 められなかった。
 以上の研究の結果,再生不良性貧血患者の骨髄間質細胞には,量的質的異常を示すものが存在
 し,病因の一部を構成するものと結論することができる。
 福原修のこの研究は,難病として知られる再性不良性貧血の病因の1部が,骨髄間質細胞の
 異常にあることを明らかにしたところに意義がある。本症の原因究明に関して重要な一歩を踏み
 出したものと言える。よってこの研究は充分学位に相当するものと考えられる。
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